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1.1 - I!TRODUZIO!E
I canali ionici di membrana sono proteine presenti in tutti gli or-
ganismi viventi, la cui funzione è quella di garantire il manteni-
mento del bilancio elettrolitico nei compartimenti intra- ed
extracellulare, regolando il flusso degli ioni mediante apertura e
chiusura a varie molecole cariche positivamente o negativamente
di modo che la cellula risulti in perfetto equilibrio con l’ambiente
circostante.
I canali ionici vengono classificati in base a:
. selettività, ossia alla specie ionica che attraversa il canale (Na+,
K+, Ca2+, Cl-, H2O);
. meccanismi di apertura (voltaggio, agonisti, secondi messag-
geri);
. cinetiche di attivazione (inattivazione e deattivazione);
. blocco da parte di ioni, farmaci e tossine.
L’apertura dei canali ionici può essere operata:
. da ligandi (in seguito a modifiche della concentrazione intra- o
extracellulare di ligandi specifici).
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Tali canali sono noti anche come recettori ionotropici (ne sono
un esempio il recettore colinergico nicotinico, il recettore
GABAA, etc.).
. dal voltaggio (il flusso ionico è innescato dalla variazione del
voltaggio di membrana). (Munaron e Lovisolo, 2003)
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1.2 - CA!ALI DEL POTASSIO
Tra i canali ionici esistenti, i canali del K+ sono tra i più rappre-
sentati ed anche i più ampiamente differenziati e distribuiti. (Minor,
2001) Si tratta di canali coinvolti nella regolazione di varie funzioni
cellulari, come l’attività cardiaca, la secrezione di insulina dalle cel-
lule β del pancreas, la contrazione della muscolatura liscia e il rila-
scio di neurotrasmettitori, mediante il flusso selettivo degli ioni K+
attraverso la membrana cellulare. (Doyle et al., 1998)
I canali del K+ sono una famiglia eterogenea ed ubiquitaria con
funzione generalmente stabilizzatrice dello stato di riposo della cel-
lula; vengono classificati in relazione alle loro caratteristiche:
. genetiche, mettendo in relazione un canale comune o una sua
subunità con un determinato gene. Attualmente sono noti circa
200 geni codificanti per questi canali, aventi in comune la se-
Il poro del canale consiste
di una larga cavità acquosa
connesso ad uno stretto
filtro di selettività.
Zona di deidratazione
dello ione
.
.
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quenza: Gly – Tyr (Phe) – Gly che risulta fondamentale per la se-
lettività del canale agli ioni K+.
(Papazian et al., 1987)
. strutturali
- canali del K+ formati da 6 domini transmembrana ed un poro
- canali del K+ formati da 2 domini transmembrana ed un poro
- canali del K+ formati da 4 domini transmembrana e due pori
. relative al meccanismo di attivazione e di disattivazione
- canali del K+ voltaggio dipendenti (KV)
- canali del K+ ATP-sensibili (KATP)
- canali del K+ Ca2+ dipendenti (KCa)
(Shieh et al., 2000)
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1.3 - CA!ALI DEL K+ VOLTAGGIO DIPE!DE!TI
I canali ionici del K+ voltaggio dipendenti, come tutti i canali io-
nici operati dal voltaggio, sono complessi proteici costituiti da più
di una subunità, tra le quali la α è la più conservata, essendo quella
che forma il poro per gli ioni.
Questi canali del K+ sono costituiti da 4 subunità α distinte cia-
scuna composta da 6 segmenti idrofobici transmembranari (STM)
(S1-S6).
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Si riconoscono in questi canali due gruppi funzionali:
. S1- S4 , complesso di gating e
. S5 - P- S6 , poro.
Le selettività ionica e la struttura del poro sono state identificate
nella zona di congiunzione dei segmenti S5 e S6, in cui una ventina
di aminoacidi ripiegati all’interno del doppio strato lipidico di
membrana, senza attraversarlo, formano il contorno del poro (tratto
P).
Il sensore di voltaggio che regola l’apertura è localizzato nei seg-
menti S4, ricchi di aminoacidi carichi positivamente (Arg o Lys) in-
tervallati (ogni 3 residui) da aminoacidi idrofobici. (Coghlan et al.,
2001)
Le cariche positive si trovano così sulla faccia esterna di strutture
“a paletta” formate dalla porzione distale di S3 e da quella prossi-
male di S4, con una conformazione elica-giro-elica.
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La positivizzazione del potenziale, indotta dalla depolarizzazione
della membrana, determinerebbe la rotazione verso l’esterno della
paletta carica positivamente. (Jiang et al., 2003)
Tale riarrangiamento conformazionale, attraverso la regione di
connessione fra S4 e S5, si trasmette ad S5 determinando l’apertura
del poro.
Nella regione N-terminale della subunità principale del canale del
K+ una sequenza di aminoacidi idrofobici definisce il gate di inatti-
vazione, formando una struttura che ostruisce il poro durante il pro-
cesso di inattivazione. (Ashcroft e Gribble, 1998)
Da un punto di vista funzionale, i canali al K+ voltaggio dipen-
denti possono essere distinti in: KA, KV e KIR.
I canali KA o transient, aventi una conduttanza di 15-20 pS, si
aprono rapidamente in risposta alla depolarizzazione e si disatti-
vano altrettanto rapidamente se la depolarizzazione persiste.
I canali KV, invece, hanno una conduttanza di 10-65 pS e rispon-
dono alla depolarizzazione in modo lento, per questo vengono detti
delayed rectifier.
Sia i canali KA che KV consentono al solo K+di fluire verso l’esterno
della cellula ed entrambi rivestono un ruolo di grande importanza per
la ripolarizzazione della membrana cellulare. (Hlle, 1986)
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Infine, i canali KIR o inward rectifier, aventi una conduttanza di 5-
30 pS, permettono agli ioni K+ di fluire anche verso l’interno della
cellula e la loro funzione è quella di mantenere stabile il potenziale
di riposo della membrana in molte cellule, e ciò acquista particolare
importanza nei miociti cardiaci. (Kubo et al., 1993)
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1.4 - CA!ALI DEL K+ ATP SE!SIBILE (KATP)
Il canale KATP è un canale sensibile alle concentrazioni di ATP.
Presenta un sito di legame intracellulare inibitorio per l’ATP e
un sito di legame intracellulare per i nucleotidi difosfato. Si tratta
di canali regolati principalmente dalle variazioni del rapporto
[ATP] / [ADP] intracellulare.
Essi rappresentano dei sensori che accoppiano lo stato metabo-
lico della cellula con la sua eccitabilità; ciò è molto importante tanto
a livello di una cellula β-pancreatica quanto in una cellula cardiaca.
(Fujita e Kurachi, 2000)
Ad esempio, quando una cellula cardiaca è in condizioni fisiolo-
giche, l’ATP presente si lega al proprio sito inibitorio e il canale ri-
sulta chiuso; viene, cioè, a trovarsi in uno stato di inattivazione, che
si traduce per la cellula in uno stato di eccitabilità.
Diversamente, se la cellula dà segni di affaticamento metabolico,
l’ATP viene consumato dissociandosi dal proprio sito di legame, ciò
risulta in un incremento nella concentrazione intracellulare di ADP
che, legandosi al suo di legame nel canale, ne determina l’apertura.
(Kane et al., 2005)
L’apertura del canale provoca un efflusso di ioni K+ dalla matrice;
la cellula risulta, quindi, in uno stato di iperpolarizzazione, ossia in
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uno stato di più difficile eccitabilità, il che garantisce il recupero
delle scorte di ATP consumate.
I canali KATP sono localizzati nella membrana sarcolemmatica e
nella membrana mitocondriale interna delle cellule.
Si tratta di complesse strutture etero – ottameriche costituite da
quattro identiche subunità interne, e precisamente le subunità KIR6.2
(Potassium Channel (K) inward rectifier 6.2, 390 residui aminoaci-
dici, 43.541 dalton), le quali delimitano il poro del canale, e da altre
quattro differenti subunità di regolazione identiche fra loro, le su-
bunità SUR1 (Sulfanylurea Receptor 1, 1.581 residui aminoacidici,
177.022 dalton) disposte esternamente e intorno alle subunità
KIR6.2. (Yokoshiki et al., 1998)
Le subunità SUR1 contengono un sito di legame ad alta affinità
per le sulfaniluree, agenti ipoglicemizzanti orali (tra cui la Tolbuta-
mide, la Glibenclamide, ect....) usati nel trattamento del diabete di
tipo 2 o diabete senile non insulino-dipendente.
Le subunità SUR1 contengono, inoltre, due ben definiti domini
intracellulari di legame con nucleotidi (NBD1 e NBD2 Nucleotide
Binding Domain) e tre domini trans membrana (TMD0, TMD1 e
TMD2 Transmembrane Domain) rispettivamente caratterizzati da
5, da 6 e ancora da 6 eliche transmembrana.
- 13 -
La funzionalità dei canali KATP è assicurata dalla subunità SUR1,
come dimostrato dal fatto che, in assenza di tali subunità, quelle
KIR6.2 sono incapaci di fornire canali funzionali. (Von Cuong et al.,
2005).
Struttura secondaria e modello molecolare delle due subunità di un canale K-ATP
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Ambedue le subunità, SUR1 e KIR6.2, contengono siti per ligandi
che determinano cambiamenti conformazionali del canale KATP, i
quali possono influenzare la sensibilità ad altri ligandi determinando
tanto la sua apertura quanto la sua chiusura.
In condizioni fisiologiche, i canali KATP risultano inattivati e la
loro attivazione rappresenta un meccanismo di protezione delle cel-
lule in caso di traumi e di ischemia, mediante appunto il noto Pre-
condizionamento Ischemico (IPC), un meccanismo endogeno
secondo il quale brevi periodi ischemici aumentano la resistenza
dei miocardiociti nei confronti di un successivo e più duraturo pe-
riodo ischemico, riducendo notevolmente l’estensione delle aree tis-
sutali necrotizzate.
Tra i diversi meccanismi in grado di innescare l’IPC, l’attivazione
del canale mitocondriale del potassio sensibile all’ATP (mito KATP)
è considerato l’effettore maggiore della protezione cardiaca nei con-
fronti dell’ischemia. (Calderone et al., 2007)
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Il ruolo di entrambi i canali KATP, sarcolemmatici e mitocondriali,
nella cardioprotezione contro l’insulto miocardico da ischemia/ri-
perfusione è stato intensamente studiato e, attualmente, c’è ampio
consenso che l’attivazione endogena dei canali mito KATP sia mag-
giormente coinvolta nell’IPC. (O’ Rourke, 2004)
L’attivazione selettiva di questi canali attraverso molecole eso-
gene è stata vista quindi come un promettente approccio per pro-
durre un precondizionamento farmacologico atto a mimare l’IPC
endogeno e così, per dare alle cellule miocardiche un’aumentata
resistenza nei confronti dell’ischemia/riperfusione.
In effetti, la somministrazione del diazossido, un attivatore dei ca-
Modello delle interazioni di vari ligandi con la struttura dei mito-K-ATP
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nali KATP(KCO), in concentrazioni tali da indurre l’apertura dei ca-
nali KATP mitocondriali (ma non quelli sarcolemmatici) mostra
chiari effetti cardioprotettivi.
E’ stato osservato, per esempio, che la presenza dell’acido 5-idros-
sidecanoico (5-HD), un bloccante selettivo dei canali mito KATP,
ostacola la protezione mediata dal diazossido contro l’IPC (Garlid
et al., 1997), confermando così l’ipotesi generale che l’aumentato
afflusso di K+ a livello mitocondriale induce cardioprotezione.
(Breschi et al., 2006)
Come conseguenza, l’attivazione di questo tipo di canali sembra
essere un target stimolante per aumentare la resistenza del cuore a
tollerare un insulto ischemico più prolungato. (Zhang et al., 1996;
Schulz et al., 1998)
L’attivazione dei mito KATP dà un netto influsso di ioni K+ nella
matrice, che induce depolarizzazione della membrana interna, con
una riduzione della “driving force” per l’ingresso del Ca2+. (Garlid,
2000)
Durante la riperfusione, ma non durante l’ischemia, alti livelli di
Ca2+ mitocondriale promuovono la formazione del poro di transi-
zione della permeabilità di membrana (MPTP), che porta ad un ri-
lascio massivo di Ca2+ dalla matrice e rappresenta la causa
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dell’insulto irreversibile al tessuto cardiaco, attraverso il rilascio di
proteine pro-apoptotiche, come il citocromo c. (Griffiths e Hale-
strap, 1993)
L’attivazione dei mito KATP nella fase ischemica può prevenire
l’accumulo di Ca2+ nella matrice e quindi limitare la seguente aper-
tura del MPTP nella fase di riperfusione. (Zhang et al., 2006)
Tuttavia, il ridotto accumulo di Ca2+ nella matrice mitocondriale
non è una spiegazione completamente esauriente per spiegare gli
effetti di attivatori dei mito KATP: una ridotta produzione di spe-
cie reattive dell’ossigeno mediante tali attivatori è stato osservato
Rappresentazione del poro di permeabilità mitocondriale transitorio (MPTP).
!elle condizioni normali il poro è chiuso, mentre in seguito a stress ossidativo questo si apre, cau-
sando irreversibili danni cellulari.
- 18 -
in mitocondri isolati e attribuita all’influsso di K+ indotto dall’al-
calinizzazione, legato allo stato di insofferenza della cellula (Gar-
lid, 2003)
L’ingresso di K+ nella matrice mitocondriale, dovuto alla attiva-
zione di mito KATP in condizioni ipossiche, è anche accompagnato
dalla diffusione di acqua e captazione degli anioni, risultando in un
rigonfiamento della matrice, che è responsabile della conserva-
zione della scarsa permeabilità della membrana esterna per i nu-
cleotidi e per la creazione di un gradiente favorevole per la sintesi
di ATP. (Garlid et al., 2003)
La modulazione farmacologica di KATP è usata nel trattamento di
alcune condizioni patologiche tra cui il diabete di tipo 2, l’angina
e l’ipertensione.
Le sulfaniluree e le meglitinidi ,una più recente classe di farmaci
antidiabetici, stimolano la secrezione di insulina chiudendo i ca-
nali KATP nelle cellule β del pancreas (sono dunque inattivatori del
canale). Viceversa, agenti usati nel trattamento dell’angina aprono
i canali KATP del muscolo liscio e di quello cardiaco.
La classe più importante di attivatori dei canali KATP è quella
dei benzopirani, fra cui il cromakalim, bimakalim e levocroma-
kalim:
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cromakalim
bimakalim
levocromakalim
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cui si aggiungono i derivati della cianoguanidina (pinacidil), della pi-
ridina (nicorandil), delle benzotiadiazine (diazossido), delle diidro-
piridine (niguldipina), della tioformammide (aprikalim) e della
pirimidina (metaboliti del minoxidil).
pinacidil
aprikalim
diazossido
nicorandil
Generalmente, gli attivatori dei mito-KATP sono attivatori non selettivi
che agiscono anche sui canali sarc-KATP espressi nei miocardiociti, in
cellule muscolari lisce vascolari e nelle cellule β-pancreatiche, produ-
cendo alcuni effetti indesiderati, come vasodilatazione e iperglicemia.
(Garlid et al., 1996). Pertanto, lo sviluppo di attivatori selettivi mito-
KATP è visto come una strategia farmacologicamente utile per ottenere
farmaci anti-ischemici privi di effetti collaterali imputabili all’affinità
verso gli altri sottotipi di canali KATP. (Calderone et al., 2010)
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1.5 - CA!ALI DEL K+ Ca2+ DIPE!DE!TI
I canali del potassio Ca2+ attivati, KCa, vengono suddivisi in ca-
nali SK (da Small), canali IK (da Intermediate) e canali BK (da Big)
in relazione alla loro conduttanza.
Questa famiglia di canali ionici è, per la maggior parte, attivata dal
Ca2+ intracellulare; l’incremento, infatti, della concentrazione in-
- 22 -
tracellulare dello ione calcio è il requisito fondamentale per l’atti-
vazione dei meccanismi di regolazione a feedback che riguardano
questi canali. (Calderone, 2002)
Per effetto, infatti, di un’aumentata concentrazione degli ioni cal-
cio all’interno della cellula si ha apertura dei canali del KCa con con-
seguente fuoriuscita degli ioni K+ nell’ambiente extracellulare, che
si traduce, per la cellula, in uno stato di iperpolarizzazione di mem-
brana e, dunque, un’inibizione dell’attività dei canali del calcio vol-
taggio-dipendenti da cui una riduzione della concentrazione
citosolica libera degli ioni calcio. Tutto ciò determina nel muscolo
liscio vascolare un effetto vasorilasciante. Tali canali non interven-
gono soltanto nella regolazione del tono vascolare (attraverso un
meccanismo a feedback), ma sono anche coinvolti in altri processi
fisiologici come la neurosecrezione, l’eccitabilità neuronale e la ge-
nerazione del potenziale d’azione.
Le subunità α dei canali KCa hanno sei segmenti transmembrana
simili a quelli KV. Tali subunità, inoltre, costituiscono complessi
omo- ed eterotetramerici. (Vergara et al., 1998)
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1.5.1 - CA!ALI DEL K+ CA2+
ATTIVATI A BASSA CO!DUTTA!ZA SK
I canali SK (canali del K+ Ca2+ a bassa conduttanza) sono una sot-
tofamiglia dei canali del KCa attivati. Si tratta di un tipo di canali io-
nici che permettono ai cationi K+ di attraversare la membrana
cellulare e vengono attivati (aperti) da un aumento nella concentra-
zione del calcio intracellulare.
La loro attivazione limita la frequenza di innesco dei potenziali
d’azione e sono importanti per la regolazione dell’iperpolarizza-
zione nei neuroni centrali e in altri tipi di cellule eccitabili elettri-
camente. Si pensa che i canali SK siano coinvolti nella plasticità
sinaptica ed inoltre giocano importanti ruoli nella memoria e nel-
l’apprendimento.
I canali SK del K+ condividono la stessa architettura base con i
canali del K+ voltaggio attivati: quattro identiche subunità associate
per formare una simmetria tetraedrica; ogni subunità ha sei domini
idrofobici ad α-elica inserite nella membrana cellulare.
Un anello tra il quinto e il sesto dominio transmembrana forma il
filtro di selettività allo ione K+ . Inoltre, i canali del K+ a bassa con-
duttanza sono strettamente associati con la proteina calmodulina
che spiega la sensibilità al calcio di questi canali.
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La famiglia del canale SK è composta da quattro membri: SK1,
SK2, SK3 e SK4, codificati dai geni KCNN1, KCNN2, KCNN3 e
KCNN4, rispettivamente. (Kohler et al.,1996)
Tutti i canali SK possono essere farmacologicamente bloccati da
Sali di ammonio quaternari di una neurotossina, la bicucullina, al-
caloide presente in varie entità vegetali; inoltre i canali SK (SK2-
SK3) sono sensibili al blocco da un peptide presente nel veleno delle
api, apamina, ma non SK4, e al peptide presente nel veleno dello
scorpione, tapamina. (Syme et al., 2000)
CA!ALE
SK1 KCNN1 KCa 2.1 calmodulina
SK2 KCNN2 KCa 2.2 calmodulina
SK3 KCNN3 KCa 2.3 calmodulina
SK4 KCNN4 KCa 3.1 calmodulina
GE!E ALIAS SUBU!ITÀ ASSOCIATE
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I canali del K+ Ca2+ - attivati a conduttanza intermedia, IK, ven-
gono classificati in base alla loro diversa sensibilità al voltaggio in:
. Canali IK voltaggio sensibili, trovati negli eritrociti di diversi
animali identificati nei neuroni del mollusco “Aplysia califor-
nica” e in quelli di “Helix aspersa”;.
. Canali IK voltaggio insensibili, trovati negli eritrociti di diversi
animali.
Tali canali risultano inoltre sensibili alla caribdotossina e al clo-
trimazolo, quest’ultimo impiegato nel trattamento dell’anemia fal-
ciforme in quanto inibitore dei canali IK; esso inibisce anche il
citocromo P450 e per questo motivo il suo impiego farmacologico
risulta enormemente limitato.
Recentemente la ricerca ha trovato un inibitore più selettivo e po-
tente che, a differenza del precedente, non inibisce il citocromo
P450; è il TRAM-34. (Wulff et al., 2000)
Gli attivatori dei canali IK vengono studiati per un probabile im-
piego nel trattamento della fibrosi cistica, dell’ipertensione e di ma-
lattie vascolari periferiche.
1.5.2 - CA!ALI DEL K+ CA2+
ATTIVATI A CO!DUTTA!ZA I!TERMEDIA IK
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Attualmente, inoltre, è stato trovato soltanto un unico gene che
codifica per i canali IK; la sua attivazione risulta essere Ca2+ - di-
pendente e mediata dalla calmodulina, la quale probabilmente si
lega a livello della regione carbossi-terminale del canale. (Franger
et al., 1999 – Xia et al., 1999)
- 27 -
I canali BK, chiamati anche Maxi-K o Slo1, sono canali ionici che
conducono gli ioni K+ attraverso la membrana cellulare. Questi ca-
nali sono attivati (aperti) da variazioni del potenziale elettrico di
membrana e/o da incrementi nella concentrazione intracellulare di
Ca2+.
L’apertura dei canali BK induce iperpolarizzazione della mem-
brana cellulare (un incremento nel potenziale elettrico attraverso la
membrana cellulare) e un decremento nell’eccitabilità cellulare
(cioè un decremento della probabilità che la cellula trasmetta un po-
tenziale d’azione).
I canali BK sono essenziali per la regolazione di parecchi processi
fisiologici chiave includendo il tono del muscolo liscio (del quale
controllano la contrazione) e l’eccitabilità neuronale. (Petersen et
Maruyama, 1984 – Robitaille et Charton, 1992 – Stretton et al.,
1992 – Wang et al., 1994)
Come altri canali del potassio, i canali Maxi K hanno una struttura
tetramerica.
Ciascuno dei monomeri è formato dall’associazione di due su-
bunità: la subunità α formante il poro, che è il prodotto del gene
1.5.3 - CA!ALI DEL K+ CA2+
ATTIVATI A LARGA CO!DUTTA!ZA BK
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KCNMA1, e una delle quattro subunità β modulatorie (codificate da
KCNMB1, KCNMB2, KCNMB3 o KCNMB4). Di conseguenza,
l’intera struttura è composta da otto subunità con stechiometria di
α4β4.
Il calcio intracellulare regola l’associazione fisica tra le subunità
α e β. (Giangiacomo et al., 1995)
I canali BK sono un primo esempio di modello proteico evolu-
tivo. La subunità α formante il poro consiste di:
1. il dominio del poro permeabile al K+ (S5-P-S6)
2. il dominio sensibile al voltaggio che è incluso in ogni altro ca-
nale del K+ attivato dal voltaggio (S4)
3. una coppia dei domini RCK coinvolta nella regolazione della
conduttanza al K+ Ca2+attivata
4. un settimo dominio transmembrana N-terminale (S0) che è in
aggiunta ai sei domini transmembrana nei canali del K+ vol-
taggio dipendenti (S0)
5. un unico grande dominio intracellulare che agisce come un
sensore per la concentrazione intracellulare del Ca2+(S7-S10)
(Griffbok et al., 2001)
Considerata l’importanza farmacologica che riveste l’iperpolariz-
zazione indotta da un efflusso di ioni K+, è pressoché naturale pen-
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sare di poter utilizzare composti aventi proprietà attivanti dei canali
del K+ per il trattamento di diverse patologie.
Oltre ai canali KATP infatti, di ormai rinomata importanza ed uti-
lizzo terapeutico, i canali del KCa a larga conduttanza, BKCa, risul-
tano bersagli promettenti per il trattamento di diverse patologie
(cardiovascolari, respiratorie, neurologiche e urologiche), in quanto
ampiamente espressi sia in cellule eccitabili che in quelle non-ecci-
tabili. (Starret et al., 1996)
Tali canali partecipano per esempio, a livello del sistema nervoso,
alla formazione del potenziale d’azione e al rilascio di neurotra-
smettitori; sono responsabili, inoltre, della modulazione del tono
della muscolatura liscia vascolare, bronco-tracheale, uterina e ga-
stro-intestinale. (Rundfelt, 1999)
Il ruolo ed il coinvolgimento dei canali BK a livello vascolare è
stato ampiamente studiato e chiarito.
Da ciò è noto che tali canali hanno un importante effetto con-
trattile sulla muscolatura liscia dei vasi mediato da un incre-
mento dei livelli intracellulari degli ioni Ca2+ liberi. (Kang et al.,
2007)
Ci sono tre principali meccanismi che risultano in un aumento
della concentrazione degli ioni Ca2+ all’interno della cellula:
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. attivazione della protein-chinasi Ca2+-calmodulina-dipendente,
che si traduce nell’attivazione dell’ATPasi della catena leggera
della miosina e nell’interazione tra miosina fosforilata e actina
(da cui appunto contrazione),
. depolarizzazione della membrana, ossia uno spostamento del
valore basale del potenziale di membrana, ossia -60 mV, verso
valori più positivi; ciò provoca attivazione ed apertura dei canali
del Ca2+ voltaggio sensibili; (Bolton et al., 1998)
. meccanismi recettore-mediati, come ad esempio la stimolazione
di agonisti endogeni ed esogeni legati a recettori accoppiati a
proteine G con conseguente rilascio di calcio dai depositi intra-
cellulari, mediato dall’IP3. (Scornik et al., 1993)
I canali BK della muscolatura liscia vascolare vengono attivati anche
dal GMPc intracellulare, con il coinvolgimento di una proteina-chinasi
GMPc-dipendente, e da numerosi agenti endogeni come le specie re-
attive dell’ossigeno (ROs), l’NO, gli acidi diidrossieicosatrienoici, dal
fattore iperpolarizzante di origine endoteliale, dal recettore AT2 e dal
peptide endogeno Angiotensina II (vasocostrittore ma dotato anche di
proprietà vaso rilascianti su determinati letti vascolari). (William et al.,
1988 – Taniguchi et al., 1993)
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L’esistenza dei canali mito-BK è stata confermata dalla risposta di
mitocondri cerebrali (in termini di vitalità e metabolismo) alle va-
riazioni della concentrazione citosolica del calcio.
All’interno dei mitocondri, la principale funzione dello ione Ca2+
è la stimolazione della fosforilazione ossidativa.
Tuttavia, un suo sovraccarico, generalmente legato ad altera-
zioni dell’omeostasi dello ione, può risultare in disfunzioni mi-
tocondriali nonché in seri danni neurologici. (Brookes et al.,
2004)
Pertanto, data l’importanza del mantenimento dell’omeostasi del
Ca2+ è stato valutato l’effetto che concentrazioni aggiuntive dello
ione hanno sul trasporto e i movimenti del K+ all’interno della cel-
lula. Aggiunte di calcio (> di 5µM) a mitocondri cerebrali isolati di
ratto determinano:
1) un recupero del K+ con conseguente depolarizzazione del po-
tenziale di membrana mitocondriale (il cui aumento viene va-
lutato utilizzando la Rodamina 123, un colorante fluorescente
sensibile al potenziale) (Skalska et al., 2009)
2) un incremento della respirazione cellulare correlato con l’in-
cremento del flusso di K+ nella matrice mitocondriale, con
conseguente aumentato consumo di O2. (Busija et al., 2004)
- 32 -
Prova della selettività cationica del canale è stata, invece, la va-
lutazione della relazione corrente ionica-voltaggio.
Utilizzando preparazioni di membrane mitocondriali interne di
cervello di ratto, fuse con il doppio strato fosfolipidico, sono state
effettuate registrazioni delle correnti per singole aperture del canale
a differenti voltaggi (patch-clamp).
La conduttanza del canale in soluzione di gradiente di 50/450 mM
di KCl (cis/trans) è stata di 265 ± 5 pS con un potenziale di inver-
sione pari a 50 mV.
Ciò significa, inoltre, che il canale, in condizioni di gradiente e
d’inversione di potenziale, è principalmente aperto mentre a poten-
ziale d’azione negativo è chiuso.
Quindi, la tecnica del patch-clamp ha permesso di chiarire sia la
selettività cationica che l’effetto che concentrazioni aggiuntive di
calcio hanno sull’attivazione del canale e sul potenziale di mem-
brana rispetto alle condizioni di controllo. Inoltre la risposta del ca-
nale, in termini appunto di attivazione/apertura, è stata studiata
anche in presenza di inibitori come la caribdotossina (ChTx), sia in
condizioni di controllo che in presenza di 1 mM di Ca2+. (Skalska
et al., 2009)
Un’ulteriore conferma dell’esistenza dei canali KCa è stata fornita
- 33 -
da registrazioni platch-clamp su mitocondri di cellule ventricolari di
cavia. (Xu et al., 2002)
Infine, è possibile affermare con certezza che l’attivazione di que-
sti canali del potassio conferisce un effetto neuroprotettivo che è
realizzato per inibizione della sintesi di specie reattive dell’ossi-
geno. (Kulawiak et al., 2008)
Per avere una conferma della relazione esistente fra la cardiopro-
tezione indotta dall’IPC e l’attivazione dei canali BKCa, sono state
allestite due differenti preparazioni: cuore isolato e perfuso e mio-
citi isolati; gli esperimenti sono stati condotti in assenza e in pre-
senza di un noto bloccante del canale BKCa, la paxillina (Pax).
(Chun-Mei Cao et al., 2004)
Utilizzando il modello di cuore isolato e perfuso alla Langendorff
risulta che l’IPC determina una drastica riduzione del danno ische-
mico rispetto al controllo; l’effetto del pre-trattamento con Pax, in-
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vece, è analogo a quello del gruppo di controllo. Da qui, dunque, si
deduce che la Pax abolisce la cardioprotezione indotta da IPC.
Inoltre, un noto attivatore del canale BK, l’NS1619, determina
una sensibile riduzione dell’entità dell’infarto, similmente all’IPC
che risulta inibito dalla paxillina ma non dal 5-HD il quale, diver-
samente, abolisce l’effetto protettivo sia del Diazossido che del-
l’IPC, ma non quello dell’NS 1619.
Di contro, l’effetto protettivo del Diazossido non è però influen-
zato dalla Pax indicando, così, che non esiste alcuna relazione tra i
due canali del K+ e che dunque essi agiscono indipendentemente
l’uno dall’altro.
Questi risultati sono in accordo con quelli ricavati dalle colture
cellulari di miociti ventricolari isolati, in cui la somministrazione
di NS 1619 è capace di indurre l’ossidazione delle flavoproteine, di
ridurre il sovraccarico di Ca+2 mitocondriale, di stimolare la protein
chinasi A (PKA) e di giocare un ruolo cardioprotettivo. (Chun-Mei
Cao et al., 2005).
Questi risultati supportano l’ipotesi che sia i canali mito-KATP che
i mito-BKCa siano coinvolti nel meccanismo di protezione e la loro
apertura provochi depolarizzazione del potenziale di membrana mi-
tocondriale e riduca efficacemente l’influsso di Ca+2.
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1.6 - ATTIVATORI BKCa POTE!ZIALI CA!DIDATI
PER U!A !UOVA CLASSE DI FARMACI CARDIOPROTETTIVI
Accertato, dunque, che l’attivazione dei canali BK giochi un ruolo
significativo nella modulazione della muscolatura liscia vascolare
ed un importante effetto cardioprotettivo in modelli animali di car-
diomiopatia e di miocardio dopo insulo ischemico, la ricerca ha fo-
calizzato l’attenzione su molecole risultanti BK-attivatori selettivi;
da qui i derivati benzilimidazoloni NS 004 e NS 1619, successiva-
mente presi come modelli di riferimento (lead compound) per la
progettazione e la sintesi di nuovi potenziali attivatori dei canali
BK, per altro bloccati dal tetraetilammonio (TEA), dalla paxillina e
dall’iberiotossina. (Calderone, 2002)
Importanti risultati sono stati ottenuti dall’apertura dell’eteroci-
clo benzilimidazolonico (derivato biarilico dell’urea) da cui l’NS
1608, attivatore dei canali BK molto affine a NS 004 (Olesen and
!S 004 !S 1619
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Watjen, 1992), e dall’inserimento di un gruppo metilico tra la por-
zione benzilimidazolonica e l’arile, risultante nel BMS 189269.
(Olesen et al., 1994)
Oltre ai benzilimidazoloni, anche i derivati arilindolici mostrano
significative proprietà cardioprotettive.
Ancora, risultano efficaci BK attivatori i composti N-aril-N-
indolil-ureici (1), analoghi strutturali dei precedenti composti ureici
ed indolici, e quelli in cui l’anello benzilimidazolonico viene sosti-
tuito da un eterociclo chinolinonico (2). (Hewawasam et al., 1999)
!S 1608 BMS 189269
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Altri promettenti molecole risultano il triazolone (3), l’oxadiazo-
lone (4) e i loro derivati (arilbenzotriazolo (5), vasorilasciante sen-
sibile al TEA, benzoilbenzotriazolo (6) (Biagi et al., 2001),
benzilbenzotriazolo (7)), il derivato tetraciclico benzofuroindolico
(8) (Butera et al., 2001), la salicilanilide (9) (Biagi et al., 2000), il
diterpene Maxikdiol (10) (Sing et al., 1994), il sesquiterpene CAF
603 (11) (Ondeyka et al., 1995) e l’acido nordiidroguaiaretico (12)
(Nagano et al., 1996)
1 2
3 4
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5
7
6
9
11
8
10
12
In primo piano, però il resveratrolo (13) (Li et al., 2000), (un fe-
nolo non flavonoide appartenente alla famiglia di composti polife-
nolici; presente negli acini dell’uva, nel vino, in alcune bacche e
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semi oleosi (arachide) e in particolari piante. Noto soprattutto per le
sue proprietà antiossidanti) e la naringenina (14). (Li et al., 1997)
1413
(Calderone, 2002)
Per studiare il ruolo degli attivatori mito-KCa nella protezione car-
diaca, è stato utilizzato come riferimento l’acido 12,14-diclorodei-
droabietico (diCl – DHAA) (Xu et al., 2002)
diCI-DHAA
I risultati indicano che il diCl- DHAA induce il rilascio di Ca2+ dal
mitocondrio in maniera concentrazione dipendente e previene, inoltre,
il sovraccarico del Ca2+ di mitocondri cardiaci isolati.
Sempre con la tecnica del patch-clamp è stato anche valutato l’effetto
attivante del diCl-DHAA sulle correnti dei mitoKCa.
Il diCl-DHAA ha mostrato anche effetti protettivi su cardiomiociti
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contro la morte cellulare ischemica attenuando il danno presumibil-
mente attraverso apertura dei canali mito-KCa e rallentando, così, la
morte cellulare. (Sakamoto et al., 2008-Kang et al., 2007)
L’attivazione dei canali BKCa spiega, almeno in parte, l’azione va-
sorilasciante indotta da diversi flavonoidi.
Fra i diversi flavonoidi vasorilascianti, oggetto di indagine è stata la
(+/-)-Naringenina (e il suo glicoside, Naringina):
L’attività vasorilasciante della Naringenina risulta notevolmente
ridotta in presenza dei bloccanti del canale BK.
Tutto ciò concorda perfettamente con gli effetti della Naringe-
nina osservati su miociti dell’arteria della coda di ratto mediante
esperimenti elettrofisiologici su cellule della muscolatura liscia
vascolare.
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La (+/-)- Naringenina determina incremento delle correnti dei
canali BK in maniera concentrazione-dipendente; questa stimo-
lazione sensibile all’iberiotossina (Ibtx) e completamente rever-
sibile dopo il wash-out del farmaco. Inoltre, la (+/-)-Naringenina
accelera le cinetiche di attivazione delle correnti dei BK, spo-
stando la voltaggio-dipendenza della curva di attivazione verso
potenziali più negativi. (Saponara et al., 2006)
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1.7 - SCOPO DELLA TESI
Sulla base dell’evidenza sperimentale relativa all’aumentata resi-
stenza del cuore a tollerare un insulto ischemico per effetto di un in-
flusso di ioni K+ nella matrice mitocondriale per apertura dei canali
mito-KATP e mito-BK, scopo della tesi è stato quello di verificare la
potenziale efficacia cardioprotettiva del flavonoide Naringenina,
quale noto BK attivatore, utilizzando il modello di cuore isolato e
perfuso alla Langendorff.
Inoltre, si è reso necessario accertare la possibile correlazione esi-
stente tra l’eventuale effetto cardioprotettivo ed il reale coinvolgi-
mento di canali espressi a livello mitocondiale.
A tal proposito, in mitocondri isolati dal cuore di ratto è stato va-
lutato l’Uptake di Calcio nella matrice e sono state effettuate mi-
sure del potenziale di membrana mitocondriale.
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CAPITOLO 2 - MATERIALI E METODI
2.1 Animali
La sperimentazione è stata eseguita utilizzando ratti Wistar adulti
di sesso maschile del peso corporeo compreso tra 250-350 g, in con-
formità alla normativa comunitaria (Direttiva CEE 86-609), recepito
dalla legge italiana D.L.n.116/92.
Gli animali sono stati allevati in gabbie in cui godevano di libertà
di movimento, con libero accesso al cibo e all’acqua, esposti a cicli
di luce/buio di 12 ore.
I ratti sono stati trattati, 2 ore prima dell’intervento per l’espianto
del cuore, con un’iniezione intraperitoneale di Naringenina (40
mg/Kg e 100 mg/Kg). Dopo 2 ore gli animali sono stati trattati con
eparina (500 U.I. i.p.), così da evitare la formazione di microtrombi
nelle coronarie; dopo dieci minuti sono stati anestetizzati con sodio
pentobarbital (100 mg/Kg i.p.) e, sotto completa anestesia, sono stati
sacrificati.
- 44 -
Dopo sternotomia e pericardiotomia i cuori sono stati rapidamente
espiantati e posti in una soluzione di Krebs (composizione in mM:
NaCl 118.1; KCl 4.8; MgSO4 1.2; CaCl2-H2O 1.6; KH2PO4 1.2,
NaHCO3 25.0 e glucosio 11.5) saturata di carbogeno (miscela gas-
sosa 95% O2 , 5% CO2) e a temperatura di 4° C, per indurre car-
dioplegia transitoria, ridurre il consumo di ossigeno e rallentare
eventuali fenomeni di precondizionamento. Rapidamente i cuori
sono stati montati su un apparato Langendorff (Mod. Radnoti) at-
traverso l’incannulazione dell’aorta ascendente e l’arteria polmo-
nare è stata recisa per permettere al flusso coronarico di uscire senza
accumularsi nel ventricolo destro.
I cuori, quindi, sono stati perfusi con la soluzione di Krebs (ter-
mostatata a 37° C e continuamente gorgogliata con carbogeno) a
pressione costante (70-80 mmHg). L’intera procedura è stata com-
pletata entro 2 minuti dall’espianto dell’organo. Tramite un’inci-
sione sull’atrio sinistro, un palloncino di lattice collegato ad un
trasduttore di pressione (Bentley Trantec, mod 800) e connesso ad
un programma di acquisizione dati (BIOPAC, California, USA),
viene introdotto nel ventricolo sinistro attraverso la valvola mitrale
2.2 - PROTOCOLLO I! VITRO DI I-R SU
CUORE ISOLATO E PERFUSO ALLA LA!GE!DORFF
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e gonfiato con un volume di acqua distillata tale da ottenere una
pressione diastolica di 5-10 mmHg.
In tal modo viene registrata la pressione sviluppata dal ventricolo
sinistro (LVDP) e la frequenza cardiaca (HR).
Come parametro di funzionalità miocardica è stato calcolato il va-
lore di RPP = HR×LVDP.
Dopo un periodo pre-ischemico di equilibrazione di 30 minuti, i
cuori sono stati sottoposti a 30 minuti di ischemia globale. I cuori
che hanno mostrato gravi aritmie o valori di HR e LVDP instabili
durante il periodo di equilibrazione sono stati esclusi dall’esperi-
mento.
Al termine del periodo ischemico, i cuori sono stati perfusi per un
periodo di 120 minuti.
Durante tutto il periodo della riperfusione sono stati monitorati i
parametri fisiologici relativi alla funzionalità cardiaca (RPP e CF),
ogni 5 minuti nella prima mezz’ora ed ogni 10 minuti nel tempo
successivo.
Il flusso coronarico (CF) è stato misurato volumetricamente ed
espresso come ml di perfusato raccolto in un minuto.
30’ stabilizzazione 30’ ischemia globale 120’ riperfusione
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Al termine della riperfusione i cuori sono stati rimossi dall’appa-
rato Langendorff e il ventricolo sinistro è stato tagliato trasversal-
mente in sezioni larghe circa 2 mm, le quali sono state immerse in
una soluzione all’1% di 2,3,5-trifeniltetrazolio cloruro (TCC, di-
sciolto in tampone fosfato pH= 7.4) per 20 minuti a 37°C e al buio.
Il TCC è un colorante che, in presenza dell’enzima deidrogenasi
delle cellule vive, forma un complesso insolubile colorato di rosso
(formazano).
Successivamente le fettine di ventricolo sono state fissate in una
soluzione acquosa al 12% di formaldeide e, dopo 24 ore, sono state
fotografate e analizzate, allo scopo di evidenziare le aree necrotiche
dovute al fenomeno ischemico (visibili in bianco o rosa chiaro) e le
aree sane (visibili in rosso scuro, per reazione con il TCC). Quindi,
si è calcolata la percentuale di area ischemica rispetto all’area totale
del ventricolo sinistro (Ai /Atot).
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4-5 animali vengono sacrificati mediante dislocazione cervicale
e dissanguamento, previa anestesia con pentobarbitale sodico (100
mg/kg i.p.).
Quindi, vengono rimossi i cuori ed immediatamente riposti in un
buffer di isolamento denominato STE (composizione: saccarosio
250 mM, Tris 5 mM, EGTA 1 mM, pH 7.4 modificato con aggiunta
di HCl) mantenuto costantemente in ghiaccio.
Una volta asportati i cuori, gli atri vengono rimossi e il tessuto
ventricolare sottoposto ad una fine operazione di taglio (pezzetti da
circa 2 mm3), attraverso l’utilizzo di forbici chirurgiche, e di omo-
geneizzazione usando un omogeneizzatore Ultra-Turrax (modello:
IKA, T-18 Basic).
Una volta completato lo sminuzzamento, le parti risultanti ven-
gono suddivise in due tubi da centrifuga in quantità equivalenti, e
sospese entrambe in 10 ml di buffer di isolamento. Successivamente
vengono omogeneizzate per mezzo di un Ultra Turrax. L’omoge-
neizzazione avviene in 3 cicli di 20 secondi, avendo cura di mante-
nere il tessuto ventricolare in ghiaccio per tutto il corso
dell’operazione.
2.3 - PROCEDURA DI ISOLAME!TO
DEI MITOCO!DRI CARDIACI
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Il volume delle 2 sospensioni risultanti viene portato a 20 ml con
l’aggiunta di STE. Le 2 sospensioni vengono poi centrifugate ad
una velocità di 1075 giri per 3 minuti a 4°C. Al termine della cen-
trifugazione, i pellets vengono scartati mentre i sovranatanti ven-
gono trasferiti in altri 2 tubi da centrifuga e ricentrifugati a 11950
giri per 10 minuti, sempre a 4°C.
I sovranatanti vengono scartati e il pellet risospeso in 20 ml di
buffer di isolamento denominato ST (250 mM saccarosio, 5 mM di
Tris, pH portato a 7.4 con l’aggiunta di HCl) e centrifugato a 11950
giri per 10 minuti a 4°C, allo scopo di ottimizzare il processo di iso-
lamento.
Alla fine della centrifugazione viene scartato il sovranatante men-
tre il pellet viene risospeso e sottoposto ancora una volta alla pro-
cedura di centrifugazione descritta sopra. Ancora, il sovranatante
viene scartato mentre il pellet risospeso in circa 600 µl di ST e con-
servato in ghiaccio per tutta la durata dell’esperimento fino ad un
massimo di 4 ore.
La concentrazione delle proteine mitocondriali viene determinata
utilizzando la reazione di Bradford.
La validità della procedura di isolamento è stata confermata in
esperimenti preliminari con la determinazione della funzionalità re-
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spiratoria attraverso il saggio di bioluminescenza dell’ATP, in ac-
cordo con il metodo di Drew e Leeuwenburgh. Brevemente i mito-
condri (1 mg/ml) sono stati sospesi in ST con l’aggiunta di succinato
(20 mM), K2HPO4 (30 mM) e ADP 5’ difosfato (200 µM).
La reazione è stata avviata dall’aggiunta del reagente luciferina-
luciferasi. Il bianco era costituito dalla stessa preparazione ma con
la sostituzione dell’ADP 5’ difosfato con acqua bidistillata. Tra-
scorsi 3 minuti dall’inizio della reazione, è stata effettuata la misu-
razione attraverso un luminometro (Wallac). Nelle preparazioni
testate (ad eccezione dei bianchi) il saggio ha determinato la luce
prodotta dall’ossidazione ATP-dipendente della luciferina attraverso
l’enzima luciferasi.
Nei preparati in cui al buffer erano stati aggiunti l’inibitore del-
l’ATP-sintasi oligomicina (alla concentrazione di 2 µg/ml) o il di-
saccoppiante della fosforilazione ossidativa 2,3-dinitrofenolo (ad
una concentrazione di 100 µM), come atteso, non è stata rilevata
alcuna produzione di ATP.
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L’uptake del calcio mitocondriale è stato potenziometricamente
misurato per mezzo degli elettrodi Ca2+ selettivi sopra detti. I mito-
condri (1mg proteina/ml), sotto leggera agitazione, sono stati ag-
giunti al mezzo di incubazione (composizione: KCl 120 mM,
K2HPO4 5 mM, Hepes 10 mM, acido succinico 10 mM, MgCl2 2
mM, CaCl2 100 µM, pH 7.4 aggiustato con KOH), medicato con il
veicolo (DMSO 1%) o con Naringenina (100 µM e 300 µM).
Viene misurata la massima variazione nella concentrazione del
Ca2+ nel mezzo extramitocondriale.
2.4 - UPTAKE DEL CALCIO MITOCO!DRIALE
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Per misurare il potenziale di membrana dei mitocondri è stato uti-
lizzato un catione liposolubile. La liposolubilità è una caratteristica
di fondamentale importanza, perchè grazie ad essa gli ioni possono
attraversare liberamente le membrane biologiche e distribuirsi tra
la matrice ed il mezzo si isolamento extramitocondriale.
Tale distribuzione risulta regolata unicamente dal ∆ψm ed è de-
scritta dall’equazione di Nernst
∆ψm = RT/zF ln[ a(out/ a(in) ]
dove a(out) e a(in) corrispondono all’attività degli ioni liposolu-
bili rispetivamente nel mezzo di analisi e nel mitocondrio (o nella
cellula). Dunque, come catione liposolubile è stato usato il Tetrafe-
nil-fosfonio (TPP+).
I cambiamenti delle concentrazioni di TPP+ nel mezzo di sospen-
sione (KCl 120 mM, K2HPO4 4 mM, Hepes 10 mM, Succinato 10
mM, MgCl2 2 mM, EGTA 1 mM, pH portato a 7.4 con l’aggiunta
di KOH) vengono continuamente misurati attraverso l’uso di un
mini-elettrodo TPP+ selettivo (modello: WPI TipTPP), riempito con
una soluzione di TPP+ 10-7 M, accoppiato ad un elettrodo di riferi-
mento, utilizzando un sistema di acquisizione dati (BIOPAC Sy-
2.5 - CALCOLO DEL POTE!ZIALE DI MEMBRA!A
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stem inc.). Gli elettrodi vengono calibrati prima di ogni esperimento
utilizzando concentrazioni note di TPP+.
Viene, dunque, aggiunto TPP+ in modo da avere nella cella una
concentrazione di 30 µM. Successivamente i mitocondri cardiaci (1
mg proteine/ml) vengono aggiunti al mezzo di incubazione e sotto-
posti a leggera agitazione magnetica.
Si attende che il catione venga accumulato nei mitocondri, in
modo da avere una stima del ∆Ψm. A questo punto si inducono le
variazioni di potenziale di membrana aggiungendo cumulativa-
mente Naringenina (1-100 µM). Quando previsto dal protocollo
sperimentale sono stati utilizzati bloccanti dei canali BK, Iberio-
tossina (IbTx) e Paxillina (Pax) alle concentrazioni rispettivamente
di 100 nM e 10 µM 5’ prima dell’aggiunta cumulativa di Naringe-
nina. In un altro set di esperimenti il buffer di sospensione dei mi-
tocondri è stato modificato, in modo da renderlo K+-free.
A tale scopo è stato utilizzato un buffer al Mannitolo (composi-
zione: Mannitolo 240 mM, NaH2PO4 5 mM, Hepes 10 mM, succi-
nato 10 mM, MgCl2 2 mM, pH = 7.4 aggiustato con KOH) dove,
dopo l’aggiunta dei mitocondri, è stata costruita la curva cumulativa
alla Naringenina (1-100 µM).
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Tutti i dati sono stati espressi come media ± errore standard. Le
curve concentrazione-risposta sono state analizzate attraverso
un’opportuna equazione non lineare mediante metodi computeriz-
zati (Software: GraphPadPrism 4.0).
I dati sono stati statisticamente analizzati mediante t-Student e i
valori di P inferiori a 0.05 sono stati considerati come significativi.
Ogni media è stata ottenuta con mitocondri isolati dai cuori di al-
meno 4 animali differenti.
2.6 - A!ALISI DEI DATI
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3.1 Risultati e discussioni.
In base all’evidenza sperimentale relativa all’efficace coinvolgi-
mento dei canali KCa nella cardioprotezione da IPC nei confronti
del danno provocato da un insulto ischemico, e in particolare dei
canali BK, la cui espressione è stata accertata sia a livello sarco-
lemmatico che mitocondriale, l’interesse di questa tesi è stato ri-
volto al flavonoide Naringenina, recentemente individuato quale
attivatore dei canali BK (Saponara et al., 2006).
La potenziale attività cardioprotettiva della Naringenina è stata
valutata utilizzando il modello del cuore isolato e perfuso alla Lan-
gendorff.
I cuori perfusi su apparato Langendorff in condizioni di pressione
costante, trattati esclusivamente con il veicolo, sottoposti a 30’di ische-
mia globale e 120’ di riperfusione, hanno mostrato un marcato danno
da ischemia- riperfusione evidente da tutti parametri analizzati (RPP
dopo 2 ore di riperfusione, Ai/Atot % e flusso coronarico).
In particolare, il recupero funzionale post-ischemico (Fig.7) non
ha mai superato il 50% dell’inotropismo pre-ischemico nell’intero
periodo di riperfusione, al termine del quale si è stimato un valore
di RPP pari a 31±4 %.
CAPITOLO 3
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Fig. 7
Il pre-trattamento con Naringenina alla dose di 40 mg/Kg, su
cuori analogamente perfusi e sottoposti a 30’ di ischemia e 120’ di
riperfusione, ha determinato un recupero funzionale transitorio del
75-80%, precisamente nei primi 25’ della riperfusione. Successiva-
mente, tuttavia, è stato osservato un progressivo declino della fun-
zionalità cardiaca fino a raggiungere, al termine delle 2 ore di
ripefusione, un valore paragonabile a quello del gruppo trattato con
il veicolo, precisamente il 27±7.%
Diversamente, alla dose di 100 mg/Kg la Naringenina ha portato
ad un recupero della funzionalità cardiaca del 90%, risultato stabile
e costante per quasi tutto il periodo della riperfusione, al termine
del quale l’RPP ammontava al 71±11 %, significativamente supe-
riore al veicolo.
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Al termine delle 2 ore di riperfusione, il trattamento delle fettine
di ventricolo sinistro con TTC ha permesso di calcolare la percen-
tuale di area ischemica rispetto all’area totale del ventricolo
(Ai/Atot).
Nel gruppo trattato solo col veicolo il rapporto Ai/Atot ha eviden-
ziato una percentuale di tessuto leso pari a 37±3 % (Fig.8).
Fig. 8
Per i cuori trattati con Naringenina alla dose di 40 mg/kg è stato
osservato solo un minimo decremento (per altro non statisticamente
significativo) del suddetto rapporto, risultato pari a 29±2 %.
Nel caso del trattamento con Naringenina alla dose di 100 mg/Kg,
invece, è stato osservato un significativo decremento della percen-
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tuale di tessuto leso dall’evento ischemico subito e dalla successiva
riperfusione. Il rapporto Ai/Atot è risultato pari a 11±2 %.
Per quanto riguarda il flusso cardiaco (Fig.9), il gruppo trattato
col solo veicolo ha mostrato, nei primi 10’ della riperfusione, una
percentuale vicina al 90% che, tuttavia, è andata scemando fino a
raggiungere al termine della riperfusione un valore pari al 38±5 %.
Fig. 9
In linea con le proprietà vasorilascianti del flavonoide Naringe-
nina, già descritte in letteratura (Saponara et al., 2006), il flusso co-
ronarico nei cuori trattati sia alla dose di 40 mg/Kg che di 100
mg/Kg è risultato nei primi 20’ di riperfusione marcatamente supe-
riore rispetto al controllo e al dato pre-ischemico, con un picco del
159±15 % (per la dose di 40 mg/Kg) e del 155±29 % (per la dose
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di 100 mg/Kg) registrati in tutti e due i casi al 10’ di riperfusione.
In entrambi i casi, comunque, il flusso coronarico ha subito un
progressivo declino raggiungendo, al termine della riperfusione, un
valore vicino al 40%, sovrapponibile al veicolo.
Al fine di correlare l’effetto cardioprotettivo mostrato dalla Na-
ringenina al potenziale coinvolgimento di canali BK espressi a li-
vello mitocondriale, piuttosto che ad un effetto legato all’attivazione
di canali BK sarcolemmatici (vascolari, endoteliali e/o cardiaci), un
approccio razionale è stato quello di valutare l’effetto della Narin-
genina direttamente sui mitocondri.
In particolare, sono state eseguite misure dell’uptake di Ca2+ e del
potenziale di membrana mitocondriale.
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Nella fig.10, che mostra l’accumulo di Ca2+ da parte di mitocondri
cardiaci Ca2+-free, si evidenzia come nel gruppo trattato solo col vei-
colo l’uptake è stato massimale; in pratica, la quantità di Ca2+ dispo-
nibile nel’ambiente extramitocondriale (100 µM) veniva totalmente
captata dal mitocondrio (uptake = 119±12 µM).
Il trattamento con Naringenina alla concentrazione di 100 µM ha li-
mitato l’accumulo di Ca2+ nel mitocondrio (uptake = 55±6 µM).
Tale effetto è ancor più evidente per il trattamento con Naringenina
alla concentrazione di 300 µM. In questo caso, infatti, si osserva un so-
stanziale azzeramento dell’uptake di Ca2+.
La conferma del coinvolgimento di un target mitocondriale è stata ul-
teriormente fornita dalle misure del potenziale di membrana.
3.2 - UPTAKE DI CALCIO
Fig. 10
- 60 -
Il potenziale di membrana dei mitocondri cardiaci utilizzati negli
esperimenti è stato misurato per via indiretta (uptake di TPP+) ed è ri-
sultato pari a -180 mV.
Questo valore, corrispondendo esattamente a quello fisiologico, ci
ha dato conferma della validità del metodo di isolamento.
La Naringenina (Fig.11) ha portato ad una depolarizzazione con-
centrazione-dipendente della membrana interna dei mitocondri car-
diaci, che si attesta ad un livello pari a 22±4 mV per la concentrazione
100 µM del flavonoide.
Sebbene una depolarizzazione dell’ordine dei 20 mV potrebbe sem-
brare modesta, precedenti studi sperimentali hanno dimostrato che una
depolarizzazione di tale entità è comunque sufficiente a garantire un
significativo effetto sui movimenti del Ca2+ ed una conseguente atti-
vità cardioprotettiva (Calderone et al., 2010).
Fig. 11 - [*] La significatività è calcolata sull’ultima concentrazione di
!aringenina (100 µM).
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Allo scopo di verificare che tale depolarizzazione fosse legata al-
l’attivazione di flussi di K+, l’effetto depolarizzante della Naringe-
nina è stato valutato in un buffer al mannitolo, privo cioè dello ione
K+.
Se l’attività depolarizzante della Naringenina fosse stata legata al-
l’apertura di canali diversi da quelli del K+ , l’utilizzo del buffer al
mannitolo non avrebbe influenzato minimamente l’entità della de-
polarizzazione che, dunque, sarebbe stata uguale al controllo.
Invece, la somministrazione della Naringenina in assenza di K+ nel-
l’ambiente extramitocondriale ha determinato un effetto depolariz-
zante significativamente inferiore al controllo (10±4 mV con
Naringenina 100 µM) confermando, così, che i canali ionici mitocon-
driali coinvolti sono quelli al K+. Infine, per avere la certezza che fra
tutti i canali del K+espressi a livello mitocondriale quelli coinvolti nel
meccanismo di protezione cardiaca fossero canali BK, la depolariz-
zazione del potenziale di membrana indotta dalla Naringenina è stata
misurata in presenza di due noti BK-bloccanti selettivi, l’IbTx e la Pax,
alle concentrazioni rispettivamente di 100 nM e 10 µM.
I due BK-bloccanti hanno antagonizzato pressoché totalmente la
risposta depolarizzante della Naringenina, indicando il coinvolgi-
mento dei canali BK mitocondriali.
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3.3 - CO!CLUSIO!I
L’indagine sperimentale eseguita ci ha permesso di verificare l’ef-
ficacia anti-ischemica del flavonoide Naringenina e di correlare tale
effetto al coinvolgimento di canali BK espressi a livello mitocon-
driale.
I risultati mostrano, dunque, un interessante meccanismo farma-
codinamico della Naringenina, responsabile dell’effetto cardiopro-
tettivo in modo sinergico, se non addirittura predominante, rispetto
alle proprietà antiossidanti già ben note per i flavonoidi del genere
Citrus.
Tali conclusioni concordano perfettamente con i risultati ottenuti
da precedenti studi sperimentali (Moonkyu et al., 2007).
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